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白细胞介素６对结肠癌Ｌｏｖｏ细胞细胞周期的影响
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　　摘　要：目的　研究白细胞介素６（ＩＬ６）对结肠癌Ｌｏｖｏ细胞细胞周期的影响。方法　不同浓度ＩＬ６作用Ｌｏｖｏ细胞１２、２４

和３６ｈ后，ＰＩ染色检测细胞周期变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测周期蛋白表达。结果　结肠癌Ｌｏｖｏ细胞经体外ＩＬ６作用后，Ｇ０／Ｇ１期

细胞数减少，Ｓ期细胞数增加，ＣｙｃｉｎＤ１表达增加。结论　ＩＬ６能体外促进结肠癌Ｌｏｖｏ细胞增殖，可能与ＣｙｃｉｎＤ１表达上调

有关。
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　　结肠癌是１种常见恶性肿瘤，近年来其发病率逐年上升，

且发病年龄也明显提前。研究表明炎性肠病与结肠癌发病密

切相关［１］。白细胞介素６（ＩＬ６）作为前炎性细胞因子，被认为

在促进细胞生长、增殖和抗细胞凋亡机制中起重要作用［２］。临

床研究发现结肠癌患者血清和癌组织中ＩＬ６水平均增高，且

ＩＬ６浓度与肿瘤大小、转移、预后和生存率相关
［３４］。结果提示

ＩＬ６可能与结肠癌发病有关。所以本实验为在研究ＩＬ６对

体外细胞周期及相关周期蛋白表达的影响，从而为深入探讨

ＩＬ６与结肠癌的发生关系提供实验资料。

１　材料与方法

１．１　材料　结肠癌Ｌｏｖｏ细胞由广东医学院检验医学研究所

提供，ＤＭＥＭ培养基（美国Ｇｉｂｃｏ）、胰酶细胞消化液（含０．２５％

胰蛋白酶和０．０２％ＥＤＴＡ）、新牛小牛血清（杭州四季青）、重组

人ＩＬ６、碘化丙啶（ＰＩ）（美国Ｓｉｇｍａ），Ａｃｔｉｎ抗体（碧云天生物

技术研究所），蛋白提取试剂盒（北京普利莱），ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体

（美国ｓａｎｔａＣｒｕｚ），辣根过氧化物酶标记二抗（武汉博士德），

微量蛋白超级信号检测试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　结肠癌ｌｏｖｏ细胞培养于１０％小牛血清

ＤＭＥＭ培养基，３７℃，５％ＣＯ２ 饱和湿度的培养箱中培养。每

２天换液１次，０．２５％的胰蛋白酶消化、传代。取对数生长期

细胞进行后续实验。

１．２．２　流式细胞仪检测细胞周期　对数生长期Ｌｏｖｏ细胞以

５×１０５／ｍＬ接种于６孔板，待细胞完全贴壁后，不同终浓度

ＩＬ６（０、１、５、１０、１５、２０ｎｇ／ｍＬ）作用细胞不同时间（１２、２４、３６

ｈ）后，胰酶消化收集细胞，每组设３个复孔，ＰＢＳ洗涤，加入ＰＩ

染液，避光静置染色３０ｍｉｎ，经１００目尼龙网过滤后，用流式仪

进行周期检测。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测周期蛋白表达　采用蛋白提取

试剂盒提取上述相同方法分组细胞总蛋白，蛋白样品经１２％

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并电转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶

４℃封闭过夜后加入ＣｙｌｉｎＤ１抗体（工作浓度１∶１０００），室温

孵育１ｈ后加入酶标记二抗（工作浓度１∶５０００），室温孵育１ｈ

后微量蛋白超级信号检测试剂盒检测杂交信号，暗室曝光；以

Ａｃｔｉｎ蛋白为内对照，ＩｍａｇｅＪ条带分析软件扫描条带，每组重

复３次实验后进行统计学分析。

１．３　统计学处理　ＳＰＳＳ１７．０统计学分析软件对各组数据进

行单因素方差分析，计量资料以狓±狊表示，假设检验显著性水

平取α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ＩＬ６诱导Ｓ期细胞增加　流式细胞仪检测ＩＬ６作用结

肠癌ｌｏｖｏ细胞不同时间后细胞所处于不同周期时象的百分比
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见表１。ＩＬ６作用１２ｈ后，即可引起细胞周期的明显变化，表

现为Ｇ０／Ｇ１期细胞数减少，Ｓ期细胞数增加。１２、２４、３６ｈ组

与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１、图１。

表１　ＩＬ６不同作用时间对Ｌｏｖｏ细胞周期的影响（％）

组别 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

对照组 ５１．７±１．４ ２９．４±２．１ １８．９±２．７

１２ｈ组 ４５．５±２．３ ３４．３±１．８ ２０．２±１．４

２４ｈ组 ３１．１±１．６ ４８．５±１．９ ２０．４±１．１

３６ｈ组 ４０．８±３．２ ３９．６±２．４ １９．６±２．１０

　　：犘＜０．０５；：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．２　ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＩＬ６不同作

用时间后，ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达随着作用时间延长逐渐增强，各

组相对表达量与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

图１。

图１　　ＩＬ６对ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响

３　讨　　论

ＩＬ６是１种分子量为２１×１０３ 的糖蛋白，人ＩＬ６基因定

位于第７号染色体上，含有５个外显子和４个内含子。人ＩＬ６

主要由单核巨噬细胞、内皮细胞及淋巴细胞产生，是１种多效

应细胞因子。在炎症、坏死或肿瘤细胞抗原刺激均可引起免疫

细胞分泌ＩＬ６，使患者血清中ＩＬ６增加
［５］。研究发现，结肠癌

患者血清ＩＬ６水平显著升高，并与肿瘤复发及预后相关
［３４］。

ＩＬ６可通过正调节抗凋亡和促血管形成蛋白促进肿瘤的生

长，在鼠类实验中也证实ＩＬ６抗体可抑制肿瘤生长。在培养

的结肠癌ＳＷ４８０细胞中加入ＩＬ６（１０ｎｇ／ｍＬ）可明显增加软

琼脂细胞集落、增强肿瘤细胞趋化及肿瘤细胞对基底膜的浸润

能力，说明ＩＬ６对结直肠癌的进展有重要作用
［６］。本实验发

现ＩＬ６能促进结肠癌Ｌｏｖｏ细胞从Ｇ０／Ｇ１期进入Ｓ期，进而

促进肿瘤细胞增殖，证实体外ＩＬ６能促进结肠癌细胞的生长。

多数观点认为肿瘤是一类细胞周期性疾病。以ｃｙｃｌｉｎｓ／

ＣＤＫｓ／ＣＫＩ／ｐＲｂ为核心的Ｇ１／Ｓ期细胞周期网络调控系统，是

肿瘤发生中最常改变的共同通路［７］。因此，调控Ｇ１／Ｓ期限制

点的多个细胞周期调节因子，尤其是细胞周期蛋白 Ｄ１（Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１），成了控制肿瘤细胞周期的靶点。ＣｙｃｌｉｎＤ１是１种原

癌基因产物，也是一种生长因子感受器。研究发现多肿瘤中

ＣｙｃｌｉｎＤ１呈过表达。本实验中检测的对照组细胞（未经ＩＬ６

处理组）表达一定量的ＣｙｃｌｉｎＤ１，经ＩＬ６处理后的结肠癌ｌｏｖｏ

细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１表达增高，且其与周期变化的趋势相同。Ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ１主要作用于Ｇ１期，控制着Ｇ１／Ｓ期进程速度，ＣｙｃｉｎＤ１过表

达可致细胞Ｇ１期缩短
［８］，这与本实验检测到的细胞周期变化

相符，提示ＩＬ６可能通过促进ＣｙｃｌｉｎＤ１过表达来促进结肠癌

细胞增殖。

胞内ＩＬ６主要通过与其受体ＩＬ６Ｒ结合，活化胞内一系

列信号蛋白分子发挥作用。近年来研究证明，ＩＬ６／ＩＬ６Ｒ介导

的信号通路参与了肿瘤细胞的细胞周期调控。在小鼠脑肿瘤

模型中，ＩＬ６信号通路阻断，可限制小鼠脑肿瘤发展
［９］。进一

步研究发现，ＩＬ６通过ＩＬ６／ＳＴＡＴ３信号通路，可促进星形胶

质细胞生长。在ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路中，ＳＴＡＴ３过度激活会

表现出对肿瘤的促进作用，它的转录活性是调节细胞生长、增

殖、血管生成和肿瘤诱导的免疫抑制等作用的先决条件［１０］。

同时，ＳＴＡＴ３是ｇｐ１３０介导的细胞存活和Ｇ１期到Ｓ期细胞信

号传导的一个重要分子。ＣｙｃｌｉｎＤ１是ＳＴＡＴ３下游信号途径

中的一个重要的调控基因，ＩＬ６可能是通过ＪＡＫＳＳＴＡＴ信号

途径促进ＣｙｃｌｉｎＤ１过表达加速细胞周期的进程，从而促进结

肠癌细胞增殖。目前研究还表明ＩＬ６与ＩＬ６Ｒ结合后还可通

过Ｒａｓ／Ｅｒｋ和ＰＩ３Ｋ介导的信号通路作用于相关细胞，这２条

信号通路是否与ＣｙｃｌｉｎＤ１相关及ＩＬ６是否通过ＪＡＫＳＳＴＡＴ

信号途径促进ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的确切机制仍需进一步研究。

总而言之，实验表明ＩＬ６在体外能促进结肠癌细胞的增

殖，其作用过程可能与诱导ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达相关。因此，控

制肿瘤局部ＩＬ６水平及其受体有希望成为治疗结肠癌的一项

手段。
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